
PI^T WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

X A Internationales Biiro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 

INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 

C12N 15/22, C07K 14/565, A61K 38/21 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 98/48018 

29. Oktober 1998 (29.10.98) 



(43) Internationales 

Vero fle nt lie hungsd a t u m : 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCI7EP98/02238 

(22) Internationales Anmeldedatum: 16. April 1998 (16.04.98) 



(30) Prioritatsdaten: 
197 17 864.2 



23. April 1997 (23.04.97) 



DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungssiaaten ausser US): FRAUN- 

HOFER-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER 
ANGEWANDTEN FORSCHUNG E.V. [DE/DE]; Leon- 
rodstrasse 54, D-80636 Munchen (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmcldcr (nur fur US): SCHNEIDER-FRESENIUS, 
Christian [DE/DE]; Rembrandtstrasse 5, D-30177 Hannover 
(DE). OTTO, Bernd [DE/DE]; Halberstadtweg 9, D-30659 
Hannover (DE). WASCHUTZA, Gero [DE/DE]; Hofen 8, 
D-38536 Meinersen (DE). 

(74) Anwalt: PFENNING, MEINIG & PARTNER GBR; Mozart- 
strasse 17, D-80336 Munchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: CA, JP, US, europaisches Patent (AT, 
BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 

Mil internationalem Recherchenbericht. 



(54) Title: RECOMBINANT HUMAN BETA INTERFERON WITH ENHANCED SOLUBILITY 

(54) Bezeichnung: HUMANES, REKOMBINANTES INTERFERON-/? MIT VERBESSERTER LOSLICHKEIT 

(57) Abstract 



The invention relates to 
variants of recombinant human beta 
interferon and to a method for the 
production thereof, wherein at least 
one of the following amino acids 
Leu (5), Phe(8), Phe(15), Leu(47), 
Phe(50), Leu(106), Phe(lll), 
Leu(l 16), Leu(120) and Phe(156) are 
exchanged with hydrophilic amino 
acid with a hydroxy group, specially 
serine, tyrosine or threonine, 
resulting in enhanced hydrophilic 
property of the protein surface. 

(57) Zusammenfassung 

Es werden Varianten 
des rekombinanten humancn 
Interferon-/? sowie ein Verfahren 
zu seiner Herstellung vorgcschlagen, 
bei denen mindeslens eine der 
folgenden Aminosauren Leu(5), 
Phe(8), Phe(15), Leu(47), Phe(50), 
Leu(l06), Phe(lll), Leu(l 16), 
Leu(l20) sowie Phe (156) gegen 
hydrophile Aminosauren mit einer 
Hydroxy gruppe, insbesonders Serin, 
Tyrosin oder Threonin, ausgetauscht 
sind, wodurch die HydrophilitiU dcr 
Oberflache des Proteins erhbht wird. 



Met Ser Tyr Asn Xaa Leu Gly Xaa Leu Gin Arg Ser Ser Asn 
1 5 10 

Cys Gin Lys Leu Leu Trp Gin Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr 
20 25 30 

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp lie Pro Glu Glu lie Lys Gin 

35 40 45 

Gin Xaa Gin Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr He Tyr Glu Met 
50 55 60 

Asn He Phe Ala He Phe Arg Gin Asp Ser Ser Ser Thr Gly 
65 70 75 

Glu Thr He Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gin 
85 90 



Xaa Gin 
15 

Cys Leu 
Xaa Gin 
Leu Gin 



Trp Asn 
80 

He Asn 
95 



His Leu Lys Thr Val Leu Glu Glu Lys Xaa Glu Lys Glu Asp Xaa Thr 
100 105 110 

o 

Arg Gly Lys Xaa Met Ser Ser Xaa His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg 
115 120 125 

He Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr 
130 135 140 

He Val Arg Val Glu He Xaa Arg Asn Phe Tyr Phe He Asn Arg Leu 
145 150 155 160 

Thr Gly Tvr Leu Arg Asn 
165 
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Humanes , rekombinantes Interf eron-fl 
rait verbesserter Loslichkeit 

Die Erfindung betrifft Varianten des humanen, rekombi- 
nanten Interferon-/? rait verbesserter Loslichkeit. 

Interferon-/? ist ein regulatorisches Protein, das durch 
Rezeptorbindung zur Aktivierung von Genen fiihrt. Da- 
durch werden in der Zelle antivirale, antiproliferative 
sowie weitere biologische Aktivitaten vermittelt. 

Inter ferone gehoren, wie die Inter leukine, zur Klasse 
der Cytokine und gliedern sich in unterschiedliche 
Klassen: 

Interferon Typ I (-a , -j3, -cj, -r ) und Typ II (-7) 

Humanes Interf eron-/3 ist ein Protein rait einera Moleku- 
largewicht von 22 kDa und 166 Aminosaure-Resten . Es 
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wird hauptsachlich in Fibroblasten bei Virusbefall ge- 
bildet und besitzt antivirale, antiproliferative sowie 
weitere biologische Aktivitaten. Die Aminosauresequenz 
des humanen Interf ernon-jff wurde erstmals von Taniguchi 
et al. (1980), Gene Bd. 10, Seiten 11 bis 15, verof- 
fentlicht und ist in Fig. 1 dargestellt. 

Gentechnologisch erzeugtes Interferon-^ aus Bakterien- 
oder Saugerzellen wird erfolgreich bei der Behandlung 
der Multiplen Sklerose eingesetzt, einer bislang un- 
heilbaren Krankheit mit grofiem Patientenkollektiv. Als 
problematisch fur die Produktion und Aufarbeitung des 
rekombinanten humanen Interf eron-j3 erweist sich jedoch 
die sehr hohe Hydrophobizitat des Proteins, die eine 
sehr schlechte Loslichkeit des rekombinanten humanen 
Interf eron-/? verursacht. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Varianten 
des rekombinanten humanen Interferon-/? zur Verfiigung zu 
stellen, deren Loslichkeit in polaren Medien wie bei- 
spielsweise wassrigen Fliissigkeiten verbessert ist. 
Weiterhin ist es Ziel dieser Erfindung, Herstellungs- 
verfahren fur und Moglichkeiten der Verwendung von Va- 
rianten des rekombinanten humanen Interf eron-/3 mit er- 
hohter Loslichkeit in polaren Medien wie wassrigen 
Fliissigkeiten anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch das rekombinante humane Inter- 
feron-^ gemaS Anspruch 1, seine Verwendung gemaiS An- 
spruch 5 sowie seine Herstellung gemaB Anspruch 6 oder 
7 gelost. 

Gemafl Anspruch 1 wird in dem bekannten humanen Inter- 
feron-^ mindestens eine der folgenden zehn hydrophoben 
Aminosauren gegen eine hydrophile Aminosaure aus- 



WO 98/48018 



PCT/EP98/02238 



3 

getauscht: Leu 5, Phe 8, Phe 15, Leu 47, Phe 50, Leu 
106, Phe 111, Leu 116, Leu 120 oder Phe 156, Die Er- 
findung bezieht sich dabei auf die Einzelmutationen 
sowie alle moglichen Kombinationen dieser einzelnen 
5 Aminosauren-Austausche . 

Die genannten Aminosauren liegen im wesentlichen an 
der Oberflache des humanen Interferon-/? und nehmen 
dort einen relativ groBen Anteil der Oberflache ein. 

10 Der Austausch dieser Aminosauren fiihrt daher zu einer 

tiberproportional groBen Verbesserung des hydrophilen 
Charakters der Oberflache des rekombinanten humanen 
Interferon-/? und erhoht daher die Lbslichkeit dieses 
Proteins in polaren Medien wie zum Beispiel wassrigen 

15 Fliissigkeiten. Das erf indungsgemaBe rekombinante hu- 

mane Interf eron-j3 ist aufgrund seiner erhdhten Hydro- 
philitat in der Produktion sowie in der Aufarbeitung 
zu einem Wirkstoff erheblich einfacher handzuhaben. 

20 Die Produktion der erf indungsgemaften Varianten des 

rekombinanten humanen Interferon-^ erfolgt in allge- 
mein bekannter, herkommlicher Weise mit Hilfe von Mi- 
kroorganismen beispielsweise in einer mit dem Gen fiir 
eines der erf indungsgemaBen Proteine versehenen 

25 Escherichia coli - Kultur. Die Herstellung dieser 

gentechnisch veranderten Mikroorganismen erfolgt 
ebenfalls in allgemein bekannter Weise mit Hilfe 
klassischer gentechnischer Mutageneseverf ahren zum 
Austausch der entsprechenden Aminosauren gegen hydro- 

30 phile Aminosauren, auf deren Darstellung an dieser 

Stelle daher verzichtet wird. 

Die erf indungsgemaften Proteine finden Anwendung zur 
Herstellung von Arzneimitteln, beispielsweise gegen 
35 Multiple Sklerose, sowie als Feinchemikalie fiir In 
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vitro-Versuche oder fur Interf eronspiegelmessungen . 
Die verbesserte Hydrophilitat dieser Proteine verein- 
facht dabei sowohl die Herstellung, den Transport, 
die Aufbewahrung als auch die Applikation als Arznei- 
5 mittel oder Feinchemikalie . 

Vorteilhafte Weiterbildungen der erf indungsgemaBen 
Proteine werden in den abhangigen Anspruchen gegeben. 

10 Besonders vorteilhaft ist der Austausch gegen die 

Aminosauren Serin, Tyrosin und Threonin, die mit je 
einer Hydroxygruppe besonders hydrophil sind. 

Serin eignet sich aufgrund seiner geringen GroBe be- 
sonders fur einen Austausch, da mit ihm besonders 
geringe sterische Anderungen des Proteins verbunden 
sind. 

In Fig. 2 ist die Aminosauresequenz des nativen re- 
kombinanten humanen Interf eron-5 dargestellt, bei dem 
die obengenannten zehn Aminosauren wahlweise gegen 
Serin ausgetauscht werden. Diese austauschbaren Ami- 
nosauren sind als Xaa dargestellt. Werden diese Ami- 
nosauren ausgetauscht, so wird die Hydrophilitat der 
Oberflache des rekombinanten humanen Interferon-^ 
sehr stark verbessert, wahrend lediglich geringe Be- 
eintrachtigungen der Funktionalitat und Wirksamkeit 
des humanen rekombinanten Interferon-/? auftreten. 

Eine besonders vorteilhafte Weiterbildung ist in Fig. 
3 dargestellt, wobei hier samtliche der obengenannten. 
zehn Aminosauren gegen Serin ausgetauscht wurden, so 
daft sich eine besonders starke Erhohung der Hydrophi- 
litat der Oberflache des rekombinanten humanen Inter- 
35 feron-/? ergibt. 



20 



25 
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Im folgenden wird ein Beispiel fur eine erfindungs- 
gemaGe Variante des humanen rekombinanten Inter- 
ferons gegeben: 

5 Fig. 1 zeigt das native humane rekombinante 

Interferon-^, 

Fig. 2 zeigt die erf indungsgemaGen Varianten- 
des rekombinanten humanen Interferon- 
10 0, 



Fig. 3 zeigt ein erf indungsgemafles rekombi- 
nantes humanes Interf eron-/3, und 



15 Fig. 4 zeigt Primer fur die Mutagenese fur 

die Herstellung erf indungsgema£en In- 
terf eron-jS. 



Wie bereits oben beschrieben, ist in Fig. 1 das nati- 
20 ve humane rekombinante Interferon-/? beschrieben, wie 

es bereits jetzt mit Hilfe der bekannten molekular- 
biologischen und biotechnischen Moglichkeiten herge- 
stellt werden kann. 



25 In Fig. 2 ist die Sequenz des nativen humanen rekom- 

binanten Interf eron-j3 dargestellt, wobei mit Xaa die- 
jenigen Aminosauren bezeichnet wurden, die gegen eine 
Aminosaure mit mindestens einer Hydroxygruppe , vor- 
teilhaf terweise gegen Serin, Tyrosin und/oder Threo- 

30 nin ausgetauscht werden konnen und dabei ein erfin- 

dungsgemaftes rekombinantes humanes Interf eron-j3 erge- . 
ben, das eine erhohte Oberf lachenhydrophilitat be- 
sitzt . 
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Beispielsweise wurden samtliche zehn Einzelvarianten 
des Interf erdn-0, bei denen Leu (5), Phe (8), Phe (15), 
Leu (47), Phe (50), Leu (106), Phe (111), Leu (116), 
Leu (120) oder Phe (156) gegen Serin ausgetauscht wur- 
de, hergestellt, wobei sich insbesondere die Varianten 
mit dem Austausch der Aminosauren Leu (5), Phe (8), 
Leu (47), Phe (50), Leu (106), Phe (111), Leu (116), 
Leu (12 0) gegenuber dem nativen Interferon-/?, sowie 
auch diese Varianten der Cys-17-Ser-Variante des hu- 
manen Interf eron-j8 durch eine vergleichbare biologische 
Aktivitat auszeichnen. 

Fig. 3 zeigt ein Beispiel fur ein humanes rekombinantes 
Interferon-/?, bei dem die folgenden Aminosauren gegen 
Serin ausgetauscht wurden: 

Leu(5), Phe(8), Phe(15) , Leu(47) , Phe(50) , Leu(106) , 
Phe(lll), Leu(H6), Leu(l20) sowie Phe(156) . Bei dieser 
Variante des rekombinanten humanen Interf eron-j3 ergibt 
sich eine besonders hohe Hydrophilitat der Oberflache 
des Proteins und damit eine besonders gute Loslichkeit 
in wassrigen Losungen. 

Beispielsweise zeigt auch die Mehrf achvariante mit 
Aminosaureaustauschen an den Positionen 47, 50, 106, 
111, 116 und 120 eine dem in diesem Beispiel verwen- 
deten Ausgangsprotein Interferon-/? mit einem Cysl7Ser- 
Austausch entsprechende Aktivitat. 

Die Herstellung von Organismen mit einem erfindungs- 
gemaB veranderten Gen fur humanes rekombinantes Inter- 
feron-/? erfolgt mittels klassischer Mutagenese-Verf ah- 
ren. 
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Die Mutagenese erfolgt mittels PCR (Polymeraseketten- 
reaktion) . Die Mutationen werden durch synthetische 
Oligonukleotide eingefiihrt. Als Templat dient Plasmid- 
DNA mit dem IFN-j3-Gen. Bei der hier angewandten PCR- 
Methode wird das gesamte Plasmid vervielf altigt . Die 
Selektion der PCR-Fragmente erfolgt durch einen 
Restriktionsverdau des gesamten PCR-Ansatzes mit dem 
Enzym DpnI. Dieses Enzym erkennt nur methylierte 
Schnittstellen. Da in-vitro durch PCR erzeugte Frag- 
mente unmethyliert sind, wird durch Dpnl nur die 
Templat-DNA abgebaut. Im Erfolgsfall bleibt nach dem 
DpnI-Verdau ein Fragment von der Lange des linear isier- 
ten Templates iibrig, das die Mutationen tragt. Die er- 
zeugten PCR-Fragmente werden kloniert und sequenziert. 



PCR-Ansatz (100 ill) : Templat-DNA 

Primer 
Nukleotidmix 
MgS0 4 

DNA-Polymerase 



10 Mg 

je 100 pmol 
200 MM je dNTP 
2-6 mM 
2,5 Units 



PCR-Protokoll Dauer 

Schritt 1. 4 min 

Schritt 2 . +Enzym 

Schritt 3* 4 5 sec 

Schritt 4. 1 min 

Schritt 5. 10 min 

Schritt 6. 10 min 
Schritt 7. 



Temperatur 
95°C 

95°C 
55°C 
• 68°C 

goto 3. (llx) 

68°C 

4°C 



Die PCR wurde auf einem Thermocycler PTC-2 00 
Research ) dur chgef iihrt . 



(Fa MJ 
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Fur jede PCR sind zwei Primer notwendig, ein "forward"- 
und ein "reverses-Primer. Beide Primer schlieSen sich 
direkt aneinander an, binden aber an jeweils unter- 
schiedlichen Strangen und mit entgegengesetzter Orien- 
tierung. 

In Fig. 4 sind Primer dargestellt, die fur die Mutage- 
nese verwendet wurden, damit im Genprodukt, dem erfin- 
dungsgemaBen Interferon^ , die linksseitig benannte 
Aminosaure(n) gegen Serin ausgetauscht sind. 

Die letzten beiden Primer enthalten als einzige "rever- 
se"-Primer Mutationen. Eine PCR mit diesen Primern 
fuhrt zusatzlich Mutationen ein, ohne die zuvor einge- 
fugten Mutationen 5/8 bzw. 106/111 wieder aufzuheben. 
Wird das Wildtypgen als Templat genommen, lassen sich 
mit den M reverse n -Primern vier Mutationen auf einmal 
einfuhren (5-17 bzw. 106-120) . 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

_ (i) ANMELDER: 

(A) NAME: Fraunhof er-Gesellschaf t zur Forderung der 

angewandten Forschung e. V. 

(B) STRASSE: Leonrodstrasse 54 

( C ) ORT : Miinchen 

(D) BUNDESLAND: Freistaat Bayem 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 8 063 6 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Humanes rekombinantes 
Interf eron-beta mit verbesserter Loslichkeit 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 22 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Diskette 

(B) COMPUTER: IBM PC-kompatibel 

(C) BETRIEBSS YSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) S EQUEN ZKENN Z EI CHEN : 

(A) LANGE: 166 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 
(G) ZELLTYP: Fibroblast 
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(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

Met Ser Tyr Asn Leu Leu Gly Phe Leu Gin Arg Ser Ser Asn Phe Gin 
1 5 ' 10 15 

_ Cys Gin Lys Leu Leu Trp Gin Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu 
20 • 25 30 

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp He Pro Glu Glu He Lys Gin Leu Gin 
35 40 45 

Gin Phe Gin Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr He Tyr Glu Met Leu Gin 
50 55 60 

Asn He Phe Ala He Phe Arg Gin Asp Ser Ser Ser Thr Gly Tro Asn 
65 70 75 ^ 80 

Glu Thr He Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gin He Asn 
85 go 95 

His Leu Lys Thr Val Leu Glu Glu Lys Leu Glu Lys Glu Asp Phe Thr 
100 105 110 

Arg Gly Lys Leu Met Ser Ser Leu His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Ara 
115 120 ' 125 

He Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr 
I 30 135 140 

lie Val Arg Val Glu He Leu Arg Asn Phe Tyr Phe He Asn Arg Leu 
145 150 155 160 

Thr Gly Tyr Leu Arg Asn 
165 
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ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) S EQUEN ZKENN Z EI CHEN : 

(A) LANGE: 166 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNGLI CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 
(G) ZELLTYP: Fibroblast 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 5 

(C) SONSTIGE ANGABEN: /NOTE= Xaa ist Leu, Ser, Tyr Oder Thr 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 8 

(C) SONSTIGE ANGABEN: /NOTE= Xaa ist Phe, Ser, Tyr oder Thr 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 15 

(C) SONSTIGE ANGABEN: /NOTE= Xaa ist Phe, Ser, Tyr oder Thr 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 47 

(C) SONSTIGE ANGABEN: /NOTE= Xaa ist Leu, Ser, Tyr oder Thr 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 50 

(C) SONSTIGE ANGABEN: /NOTE= Xaa ist Phe, Ser, Tyr Oder Thr 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 106 

(C) SONSTIGE ANGABEN: /NOTE= Xaa ist Leu, Ser, Tyr oder Thr 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 111 

(C) SONSTIGE ANGABEN: /NOTE= Xaa ist Phe, Ser, Tyr oder Thr 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 116 

(C) SONSTIGE ANGABEN: /NOTE= Xaa ist Leu, Ser, Tyr oder Thr 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 120 

(C) SONSTIGE ANGABEN: /NOTE= Xaa ist Leu, Ser, Tyr Oder Thr 

.(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : spezielles Merkmal 

(B) LAGE: 151 

(C) SONSTIGE ANGABEN : /NOTE= Xaa ist Leu, Ser, Tyr oder Thr 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Ser Tyr Asn Xaa Leu Gly Xaa Leu Gin Arg Ser Ser Asn Xaa Gin 
15 10 is 

Cys Gin Lys Leu Leu Trp Gin Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu 
20 25 30 

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp He Pro Glu Glu lie Lys Gin Xaa Gin 
35 40 45 

> 

Gin Xaa Gin Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr He Tyr Glu Met Leu Gin 
50 55 60 

Asn He Phe Ala He Phe Arg Gin Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn 
65 70 75 80 

Glu Thr He Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gin He Asn 
85 90 95 

His Leu Lys Thr Val Leu Glu Glu Lys Xaa Glu Lys Glu Asp Xaa Thr 
100 105 9 no 

Arg Gly Lys Xaa Met Ser Ser Xaa His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg 
115 120 125 

He Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr 
130 135 ~ 140 

He Val Arg Val Glu He Xaa Arg Asn Phe Tyr Phe He Asn Arg Leu 
145 150 155 * 



160 



Thr Gly Tyr Leu Arg Asn 
165 



WO 98/48018 



PCT/EP98/02238 



13 

ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 166 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 
(G) ZELLTYP: Fibroblast 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Met Ser Tyr Asn Ser Leu Gly Ser Leu Gin Arg Ser Ser Asn Ser Gin 
1 5 10 15 

Cys Gin Lys Leu Leu Trp Gin Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu 
20 25 30 

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp He Pro Glu Glu He Lys Gin Ser Gin 
35 40 45 

Gin Ser Gin Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr He Tyr Glu Met Leu Gin 
50 55 60 

Asn He Phe Ala He Phe Arg Gin Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn 
65 70 75 80 

Glu Thr He Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gin He Asn 
85 90 95 

His Leu Lys Thr Val Leu Glu Glu Lys Ser Glu Lys Glu Asp Ser Thr 
100 105 ^ HO 

Arg Gly Lys Ser Met Ser Ser Ser His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg 
115 120 125 

He Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr 
130 135 140 

He Val Arg Val Glu He Leu Arg Asn Phe Tyr Ser He Asn Arg Leu 
I 45 150 155 160 

Thr Gly Tyr Leu Arg Asn 
165 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 4 

C TCC CTT GGA TTC CTA CAA AGA AGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5 

C TTG CTT GGA TCC CTA CAA AGA AGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6 

AGC AGC AAT TCT CAG TCC CAG AAG CTC C 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7 

AGC AGC AAT TTT CAG TCC CAG AAG CTC C 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKtiLS : DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8 

TT AAG CAG TCC CAG CAG TTC CAG AAG G 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9 
( i ) S EQUEN ZKENN Z EI CHEN : 

(A) LANGE : 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) S EQUEN ZBESCHREI BUNG: SEQ ID NO: 9: 

TT AAG CAG CTG CAG CAG TCC CAG AAG G 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 3 0 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 10 

GAA GAA AAA TCC GAG AAA GAA GAT TTC ACC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 0 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11 

GAA GAA AAA CTG GAG AAA GAA GAT TCC ACC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12 

A AAA TCC ATG AGC AGT CTG CAC CTG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13 

A AAA CTC ATG AGC AGT TCC CAC CTG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2 8 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 14 

AC TTT TAC TCC ATT AAC AGA CTT ACA GG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15 

IT GTA GCT CAT ATG TAA GTA TTT CC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16 

TCT TTG TAG GAA TCC AAG CAA GTT GTA GC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17; 

T CTC CTC AGG GAT GTC AAA GTT CAT CC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

CAG GAC TGT CTT CAG ATG GTT TAT CTG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

CC CCT GGT GAA ATC TTC TTT CTC 2 3 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

P TCT TAG GAT TTC CAC TCT GAC TAT GG 27 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

TCT TTG TAG GGA TCC AAG GGA GTT GTA GC 2 9 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART. DES MOLEKULS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 



CC CCT GGT GGA ATC TTC TTT CTC GGA 



26 
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Patentanspriiche 

Humanes, rekombinantes Interf eron-3 , 
dadurch gekennzeichnet, 
daiS mindestens eine der Aminosauren Leu(5), 
Phe(8), Phe(15), Leu(47), Phe(50), Leu(106) , 
Phe(lll), Leu(116) / Leu(120) , Phe(156) gegen 
Aminosauren mit mindestens einer Hydroxy-Gruppe 
ausgetauscht ist. 

Interferon-/? nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Aminosauren mit Hydroxygruppen 
Serin, Tyrosin und/oder Threonin' sind. 



15 



3 . 



Interferon-B nach mindestens einem der vorherge- 
henden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da6 es 
folgende Aminosauresequenz enthalt: 
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Met Ser Tyr Asn Xaa Leu Gly Xaa Leu Gin Arg Ser Ser Asn Xaa Gin 
15 10 15 

Cys Gin Lys Leu Leu Trp Gin Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu 
5 20 25 30 

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp lie Pro Glu Glu lie Lys Gin Xaa Gin 
35 40 45 

10 Gin Xaa Gin Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr He Tyr Glu Met Leu Gin 

50 55 60 

Asn He Phe Ala He Phe Arg Gin Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn 
65 70 75 80 



15 



30 



Glu Thr He Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gin He Asn 
85 90 95 



His Leu Lys Thr Val Leu Giu Glu Lys Xaa Glu Lys Glu Asp Xaa Thr 

20 100 105 110 

Arg Gly Lys Xaa Met Ser Ser Xaa His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg 

115 120 125 

2 5 He Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr 

130 135 ' 140 

He Val Arg Val Glu He Leu Arg Asn Phe Tyr Xaa He Asn Arg Leu 

145 150 155 160 



Thr Gly Tyr Leu Arg Asn 
165 



wobei zumindest eine oder mehrere der Aminosauren 
35 Xaa(5), Xaa(8), Xaa(15), Xaa(47), Xaa(50), Xaa(106), 

Xaa(lll), Xaa(116), Xaa(120), Xaa(156), Serin, Tyro- 
sin oder Theronin sind und fur die anderen Aminosau- 
ren gilt 

Xaa(5) ist Leu, Xaa(S) ist Phe, 
40 Xaa(15) ist Phe, Xaa(47) ist Leu, 
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Xaa(50) ist Phe, Xaa(106) ist Leu, 
Xaa(lll) ist Phe, Xaa(116) ist Leu, 
Xaa(120) ist Leu, Xaa(156) ist Phe. 

5 4 . Interf eron-6 nach mindestens einem der vorher- 

gehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet , daG 
es die folgende Aminosaureseguenz enthalt: 

Met Ser Tyr Asn Ser Leu Gly Ser Leu Gin Arg Ser Ser Asn Ser Gin 
10 1 5 io 15 



Cys Gin Lys Leu Leu Trp Gin Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu 

20 25 30 

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp He Pro Glu Glu He Lys Gin Ser Gin 
15 35 40 45 

Gin Ser Gin Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr lie Tyr Glu Met: Leu Gin 
50 55 60 
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25 



Asn He Phe Ala He Phe Arg Gin Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn 
65 70 7S 80 

Glu Thr He Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gin He Asn 
85 90 95 

Kis Leu Lys Thr Val Leu Giu Glu Lys Ser Glu Lys Glu Asp Ser Thr 
100 105 no 



Arg Gly Lys Ser Met Ser Ser Ser His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg 

30 H5 120 125 

lie Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr 
130 135 140 



3 5 He Val Arg Val Glu He Leu Arg Asn Phe Tyr Ser lie Asn Arc Leu 

14 ~ 150 155 ~ 150 



40 



Thr Gly Tyr Leu Arg Asn 
165 
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Verwendung von Interf eron-fl nach mindestens ei- 
nem der vorhergehenden Anspriiche zur Herstellung 
eines Arzneimittels , als Feinchemikalie fiir in- 
vitro-Versuche oder fiir Interf eronspiegelmessun- 
gen. 

Herstellungsverfahren fiir ein humanes, rekombi- 
nantes Interferon-^ nach Anspruch 1 unter Ver- 
wendung eines Mikroorganismus, der das Gen fiir 
rekombinantes humanes Interf eron-6 enthalt, 
dadurch gekenn zeich net, 
dai3 in ansonsten bekannter Weise in dem Gen fiir 
humanes, rekombinantes Interferon-/? des Organis- 
mus der genetische Code fur mindestens eine der 
Aminosauren Leu(5) , Phe(8) , Phe(15), Leu(47) , 
Phe(50), Leu(106), Phe(lll), Leu(116), Leu(120), 
Phe(156) gegen einen genetischen Code fiir Ami- 
nosauren mit mindestens einer Hydroxygruppe, 
vorzugsweise Serin, Tyrosin oder Threonin, aus- 
getauscht wird. 

Herstellungsverfahren fur ein humanes, rekombi- 
nantes Interferon-/? nach Anspruch 1 unter Ver- 
wendung eines Mikroorganismus, 

dadurch gekenn zeich net, 
dafc in ansonsten bekannter Weise in das geneti- 
sche Material des Mikroorganismus das Gen fiir 
humanes, rekombinantes Interferon-^ eingefiigt 
wird, wobei der genetische Code fiir mindestens 
eine der Aminosauren Leu(5), Phe(8), Phe(15), 
Leu(47), Phe(50), Leu ( 106) , Phe(lll), Leu(116), 
Leu(120), Phe(156) des eingefugten Gens gegen 
einen genetischen Code fur Aminosauren mit min- 
destens einer Hydroxygruppe , vorzugsweise Serin, 
Tyrosin oder Threonin, ausgetauscht ist. 
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Met Ser Tyr Asn Leu Leu Gly Phe Leu Gin Arg Ser Ser Asn Phe Gin 
1 5 io 15 

Cys Gin Lys Leu Leu Trp Gin Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu 
20. 25 30 

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp He Pro Glu Glu He Lys Gin Leu Gin 
35 40 45 

Gin Phe Gin Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr He Tyr Glu Met Leu Gin 
50 55 60 

Asn lie Phe Ala He Phe Arg Gin Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn 
65 70 75 80 

Glu Thr He Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gin He Asn 
85 90 g5 

His Leu Lys Thr Val Leu Glu Glu Lys Leu Glu Lys Glu Asp Phe Thr 
100 105 no 

Arg Gly Lys Leu Met Ser Ser Leu His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg 
115 120 125 

He Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr 
130 135 140 

He Val Arg Val Glu He Leu Arg Asn Phe Tyr Phe He Asn Arg Leu 
145 150 155 160 

Thr -Gly Tyr Leu Arg Asn 



165 
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Met Ser Tyr Asn Xaa Leu Gly Xaa Leu Gin Arg Ser Ser Asn Xaa Gin 
1 5 10 .15 

Cys Gin Lys Leu Leu Trp Gin Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu 
20 25 30 

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp lie Pro Glu Glu lie Lys Gin Xaa Gin 
35 40 45 

Gin Xaa Gin Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr lie Tyr Glu Met Leu Gin 
50 ~ 55 60 

Asn lie Phe Ala He Phe Arg Gin Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn 
65 70 75 80 

Glu Thr He Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gin lie Asn 
85 90 95 

His Leu Lvs Thr Val Leu Glu Glu Lys Xaa Glu Lys Glu Asp Xaa Thr 
100 105 HO 

Arg Gly Lvs Xaa Met Ser Ser Xaa His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg 
115 120 125 

He Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr 
130 135 140 

He Val Arg Val Glu He Xaa Arg Asn Phe Tyr Phe He Asn Arg Leu 
145 ~ 150 155 160 

Thr Gly Tyr Leu Arg Asn 



165 
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Met Ser Tyr Asn Ser Leu Gly Ser Leu Gin Arg Ser Ser Asn Ser Gin 
1 5 10 15 

Cys Gin Lys Leu Leu Trp Gin Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cvs Leu 
20 25 30 

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp He Pro Glu Glu He Lys Gin Ser Gin 
35 40 45 

Gin Ser Gin Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr He Tyr Glu Met Leu Gin 
50 55 60 

Asn He Phe Ala He Phe Arg Gin Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn 
* 65 70 75 * so 

Glu Thr He Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gin He Asn 
85 go g 5 

His Leu Lys Thr Val Leu Glu Glu Lys Ser Glu Lys Glu Asp Ser Thr 
100 105 no 

Arg Gly Lys Ser Met Ser Ser Ser His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arq 
115 120 125 

He Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr 
1JU 135 140 

He Val Arg Val Glu lie Leu Arg Asn Phe Tyr Ser He Asn Arg Leu 
45 150 155 i 6 o 

Thr Gly Tyr Leu Arg Asn 
165 
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L 5 5 ' -CTC CCTTGGATTCCTACAAAGAAGC - 3 ' 25 

F 8 5 ' -CTTGCTTGGATC CCTACAAAGAAGC - 3 ' 25 

F15/C17 5 ' -AGCAGCAATTCTCAGTC CCAGAAGCTCC-3 ' 28 

C 1 7 5 ' - AGCAGCAATTTTCAGT C CCAGAAGCTCC - 3 ' 2 8 

L47 5 ' -TTAAGCAGTCCCAGCAGTTCCAGAAGG-3 ' 27 

p 5 0 5 ' -TTAAGCAGCTGCAGCAGTCCCAGAAGG- 3 ' 27 

LI 0 6 5 ' -GAAGAAAA AT C C GAGAAAGAAGATTTCACC - 3 ' 3 0 

Fill 5 ' -GAAGAAAAACTGGAGAAAGAAGATTCCACC - 3 ' 30 

L 1 1 6 5 ' - AAAAT CCATGAGCAGTCTGCACCTG- 3 ' 25 

LI 20 5 ' -AAAACTCATGAGCAGT T C C CACCTG-3 ' 2 5 

F 1 5 6 5 ' -ACTTTTACTC CATTAACAGACTTACAGG- 3 ' 2 8 

1,5 /?3Rav 5 ' -TTGTAGCTCATATGTAAGTATTTCC-3 ' 25 

F15/C17Rev 5 '-TCTTTGTAGGAATCCAAGCAAGTTGTAGC-3 ' 29 

L47/F50Rav 5 '-TCTCCTCAGGGATGTCAAAGTTCATCC-3 ' 27 

IilC6/FlllRav5 ' -CAGGACTGTCTTCAGATGGTTTATCTG-3 ' 27 

LllS/L120R©v5 ' -CCCCTGGTGAAATCTTCTTTCTC-3 ' 23 

F156Rev 5 ' -TTCTTAGGATTTCCACTCTGACTATGG-3 ' 27 

L5 -C17RSV ' 5 ' -TCTTTGTAGGGATCCAAGGGAGTTGTAGC - 3 ' 25 

Li06-Ll20Hev'5 ' -CCCCTGGTGGAATCTTCTTTCTCGGA-3 ' 26 
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a Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen t 
"A" Verotfentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

' alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 

Anmeldedatum veroffentlicht worden ist ^ 

Verotfentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhart er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdaturn einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroftentlichung belegt werden - Y 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verotfentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

erne Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
P Verotfentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

29. Juli 1998 
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Spatere Veroftentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kolltdiert.sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben ist * 

* Verotfentlichung von besonderer Bedeutung;die beanspruchte Erfindung 

kann allein aufgrund dieser Verotfentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betracht et werden 

• Veroftentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 

kann ntcht ate auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verotfentlichung mitetner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
' Verotfentlichung, die MitgBed derselbenPatentfamilie ist 
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